OTIMIZAÇÃO do Processo de Descelularização Renal Para
obtenção de Arcabouço Acelular by DESTEFANI, A. C.
0 
 
 
REDE NORDESTE DE BIOTECNOLOGIA - RENORBIO 
UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPÍRITO SANTO – UFES 
PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM BIOTECNOLOGIA 
 
 
 
 
 
 
AFRÂNIO CÔGO DESTEFANI 
 
 
 
 
 
OTIMIZAÇÃO DO PROCESSO DE DESCELULARIZAÇÃO RENAL PARA 
OBTENÇÃO DE ARCABOUÇO ACELULAR 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Vitória – ES 
  2018 
 
 
1 
 
 
AFRÂNIO CÔGO DESTEFANI 
 
 
OTIMIZAÇÃO DO PROCESSO DE DESCELULARIZAÇÃO RENAL PARA 
OBTENÇÃO DE ARCABOUÇO ACELULAR 
 
 
 
 
 
 
Tese de Doutorado apresentada ao Programa 
de Pós-Graduação em Biotecnologia 
(RENORBIO) - Ponto focal Universidade 
Federal do Espírito Santo como parte dos 
requisitos para obtenção do grau de Doutor 
em Biotecnologia, sob Orientação do Prof. 
Dr. Breno Valentim Nogueira. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Vitória – ES 
2018 
 
 
2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dados Internacionais de Catalogação-na-publicação (CIP)  
(Biblioteca Central da Universidade Federal do Espírito Santo, ES, Brasil) 
 
  
3 
 
 
AFRÂNIO CÔGO DESTEFANI 
 
OTIMIZAÇÃO DO PROCESSO DE DESCELULARIZAÇÃO RENAL PARA 
OBTENÇÃO DE ARCABOUÇO ACELULAR 
 
Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia 
(RENORBIO) - Ponto focal Universidade Federal do Espírito Santo, como parte dos 
requisitos para obtenção do grau de Doutor em Biotecnologia. 
Aprovada em: ___ /___ / ____ 
BANCA EXAMINADORA 
 
_______________________________________ 
Prof. Dr. Breno Valentim Nogueira  
Universidade Federal do Espírito Santo 
Orientador 
 
_______________________________________ 
Prof. Dr. Marco Cesar Cunegundes Guimarães  
Universidade Federal do Espírito Santo 
Examinador Interno 
 
_______________________________________ 
Prof. Dr. Alexandre Martins Costa Santos  
Universidade Federal do Espírito Santo 
Examinador Interno 
 
_______________________________________ 
Prof. Dr. Raul Cavalcante Maranhão 
Universidade de São Paulo/INCOR 
Examinador Externo 
 
______________________________________ 
Profa. Dra. Camille de Moura Balarini   
Universidade Federal da Paraíba 
Examinador Externo 
 
______________________________________ 
Prof. Dr. Fausto Edmundo Lima Pereira   
Universidade de Vila Velha 
Examinador Externo 
 
 
4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
À Deus. 
5 
 
 
AGRADECIMENTOS 
 
À Deus, pela certeza de não estar sozinho.  
 
À minha eterna namorada Aluanny por tornar os meus dias mais felizes.  
 
Aos professores Breno Valentim Nogueira e Marco Cesar Cunegundes Guimarães, 
exemplos de pesquisadores, pela orientação, confiança e apoio no desenvolvimento deste 
trabalho. Minha formação como pesquisador foi de excelência pelos mestres que tive. 
 
À equipe atual e anterior do laboratório de Ultraestrutura Celular Carlos Alberto Redins 
(LUCCAR) por todo o aprendizado, tenho certeza que a convivência com vocês tornou os 
meus dias mais agradáveis. 
 
À Fundação de Amparo à Pesquisa e Inovação do Espírito Santo (FAPES) (EDITAL FAPES 
Nº 006/2014-UNIVERSAL: processo 0606/2015; EDITAL FAPES/CNPq Nº 012/2014-
DCR: processo 0832/2015; EDITAL FAPES/CAPES PROFIX 009/2014-63/2017 processo 
79522882/17), à Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES) 
e ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPQ) pelo 
financiamento da pesquisa. 
 
Ao apoio institucional da Universidade Federal do Espírito Santo (UFES), do Departamento 
de Morfologia e ao Laboratório Multiusuário de Análises Biomoleculares (LABIOM). 
 
Ao Programa de Pós-Graduação em Biotecnologia (PGBiotec) e à Rede Nordeste de 
Biotecnologia (RENORBIO). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6 
 
 
RESUMO 
A Doença Renal Crônica (DRC) é caracterizada pela deterioração progressiva da função 
renal, que pode comprometer diferentes tecidos e órgãos. O principal tratamento indicado 
para pacientes com DRC é o transplante renal. No entanto, a falta de órgãos disponíveis, 
bem como a alta taxa de rejeição de órgãos, sustenta a necessidade de novas terapias. Assim, 
a implementação da bioengenharia tecidual para a regeneração de órgãos surgiu como uma 
alternativa ao transplante tradicional de órgãos. Atualmente, demasiado tempo tem sido 
expendido na descelularização renal total por perfusão com detergentes. Nestes casos há 
perda de componentes essenciais da matriz extracelular (MEC) e desarranjos na arquitetura 
do arcabouço obtido o quê substancialmente pode influenciar no repovoamento celular 
subsequente. Neste trabalho a descelularização total de rins de ratos foi obtida em um tempo 
reduzido (6 horas) com a utilização de solução de detergente iônico (SDS, 1%) através da 
artéria renal sob pressão (100 mmHg) e fluxo (1,0 mL/min) controlados. Ao final desta etapa, 
os arcabouços renais apresentavam características físicas translúcidas e condutos vasculares 
preservados. A análise histoquímica e a microscopia eletrônica revelaram glomérulos com a 
membrana basal preservada, além de rede tubular e vascular sem resíduo de restos celulares 
e DNA. A análise proteômica identificou a preservação de proteínas majoritárias 
relacionadas aos compostos da MEC. Assim, o uso de baixa concentração de SDS por 6 
horas promoveu uma descelularização bem-sucedida, além de preservar a MEC com mínimo 
resíduo de SDS (<0,01%). Além disso desenvolvemos um índice de retração como cálculo 
de correção devido a retração elástica do rim após o processamento. A microscopia 
eletrônica, a quantificação espectrofotométrica e as análises de espectrometria de massas 
foram realizadas para comparar os resultados. Demonstramos que a análise histológica, 
técnica fácil e de baixo custo, apresentou excelentes resultados quando o índice de retração 
foi aplicado, permitindo a comparação das amostras antes e após o processo com dados 
confiáveis. De posse desses dados demonstramos que é possível a redução no tempo de 
descelularização com a preservação de componentes importantes da MEC. 
 
Palavras-chave: Doença Renal Crônica, Descelularização, Bioengenharia Tecidual. 
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ABSTRACT 
Chronic Kidney Disease (CKD) is characterized by progressive deterioration of renal 
function, which can compromise various tissues and organs. The main therapy indicated for 
patients with CKD is renal transplantation. However, the absence of available organs, as 
well as an organ rejection rate, is required for new therapies. Thus, the implementation of 
bioengineering for organ regeneration has emerged as an alternative to traditional organ 
transplantation. Currently, overtime has been expended on total renal decellularization by 
perfusion with detergents. In these cases, there is a loss of essential components of the 
extracellular matrix (ECM) and derangements in the scaffold architecture obtained which 
can substantially influence subsequent cell repopulation. In this work, the total discoloration 
of rat kidneys was measured in reduced time with the use of detergent solution (SDS, 1%) 
by renal technique under pressure (100 mmHg) and flow (1.0 mL/min). At the end of this 
stage, the scaffolds were incorporated as translucent physical characteristics and preserved 
vascular conduits. An electron microscopic and histochemical analysis revealed glomeruli 
with a preserved basement membrane, as well as a tubular and vascular network with no cell 
and DNA residues. Proteomic analysis identified the preservation of majority proteins 
related to ECM compounds. Thus, the use of low concentration of SDS for 6 hours promoted 
a successful thawing, in addition to preserving a MEC with the minimum residue of SDS 
(<0,01%). Also, we developed a retraction index as a correction calculation due to elastic 
retraction of the kidney after processing. Electron microscopy, spectrophotometric 
quantification, and mass spectrometry analyzes were performed to compare the results. We 
demonstrated that the histological analysis, easy technique, and low cost, presented excellent 
results when the correction index was applied, allowing the comparison of samples before 
and after the process with reliable data. With these data, we demonstrate that it is possible 
to reduce the time of decellularization with the preservation of essential components of the 
ECM. 
 
Keywords: Chronic Kidney Disease, Decellularization, Tissue Bioengineering. 
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ESTRUTURA DA TESE 
 
Para melhor compreensão dos resultados deste trabalho, optamos por estruturar este 
documento da seguinte maneira: Introdução, Objetivos e em seguida os 3 Capítulos já 
formatados como artigo.  
Relação de artigos: 
 
Artigo I - Advances in the Knowledge about Kidney Decellularization and Repopulation; 
(Status: Publicado / Frontiers in Bioengineering and Biotechnology) 
Artigo II - Time optimization in rat kidney decellularization process: ECM characterization 
by mass spectrometry; 
(Status: Submetido) 
Artigo III - The decellularization process causes significant changes in the 3D structure of 
the scaffold requiring corrections in the histomorphometric analysis; 
(Status: Submetido) 
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1. INTRODUÇÃO 
Atualmente existem milhões de pessoas com doença renal crônica (DRC) que evoluem 
subsequentemente para a falência renal as quais necessitam de transplante para 
sobreviverem. Somente nos Estados Unidos existem cerca de 26 milhões de americanos 
nestas condições e o número de novos casos de falência renal ultrapassam 90.000 
anualmente (CORESH et al., 2007). No Brasil o cenário não é diferente. Existem atualmente 
cerca de 90 mil pacientes em diálise no Brasil. Nos últimos 10 anos, esse número cresceu 
115% e deve aumentar em uma proporção de 500 casos por milhão de habitantes a cada ano. 
O gasto com o programa de diálise e transplante renal situa-se ao redor de 1,4 bilhões de 
reais ao ano (LAI et al., 2013; USRDS, 2015, 2016). 
A DRC caracteriza-se por uma perda progressiva da função renal devido 
majoritariamente ao aumento dos níveis de resíduos tóxicos circulante no sangue os quais 
levam o indivíduo a diversas complicações como o aumento da pressão arterial, anemia, 
fragilidade óssea, carência nutricional e danos no sistema nervoso. Sabe-se que a DRC pode 
ser causada por diabetes, aumento da pressão sanguínea e outras desordens menos 
recorrentes. Os atuais tratamentos para a falência renal consistem na diálise e no transplante. 
No que se refere à diálise esta não promove a cura da falência renal e as despesas envolvidas 
para a manutenção das seções são onerosas além de que os pacientes necessitam realizar o 
tratamento dialítico por toda a vida e/ou até estarem aptos a receber um novo órgão 
transplantado. Com relação ao transplante renal este advém de órgãos doados por pacientes 
vivos ou cadáveres e requer tecido e tipo sanguíneos compatíveis com o receptor a fim de se 
reduzir o risco de rejeição imunológica (TAKAHASHI et al., 2007). Além do mais o 
tratamento requer a espera, às vezes demasiada, pelos pacientes de um tecido/órgão 
compatível e a administração de medicamentos anti-rejeição os quais são caros e podem 
causar maior susceptibilidade a doenças. 
Mundialmente, a escassez de órgãos para transplantes tem estimulado cada vez mais o 
interesse urgente pela obtenção de tecnologias que envolvam a regeneração tecidual em 
pacientes acometidos de diferentes doenças. Preferivelmente ao processo de geração de novo 
órgão (JORAKU et al., 2009; LITTLE, 2006; YOKOO; MATSUMOTO; YOKOTE, 2011) 
estudos têm demonstrado com sucesso o repovoamento de arcabouços renais acelulares com 
células de vários outros tecidos (ATALA, 2006; BHRANY et al., 2006; GUYETTE et al., 
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2015; MATSUNUMA et al., 2006; NARITA et al., 2008; OTT, 2015; TAKAHASHI et al., 
2007). Sabe-se que para DRC, há pouca chance de que a grande maioria da população 
mundial tenha acesso a terapia de substituição renal com diálise ou transplante 
(BONANDRINI et al., 2014). 
Estudos recentes têm demonstrado a obtenção de órgãos bioartificiais funcionais através 
da descelularização e recelularização (repovoamento) de um órgão cadavérico (BAPTISTA 
et al., 2009; BONANDRINI et al., 2014; BURGKART et al., 2014; CARALT et al., 2015; 
CHAE et al., 2014; GUAN et al., 2015a; KHAN et al., 2014; NAKAYAMA et al., 2011; 
PARK; WOO, 2012a, 2012b; PELOSO et al., 2013; SONG et al., 2013a; SUN; ALTALHI; 
NUNES, 2015; UZARSKI et al., 2015b; WILLENBERG et al., 2015; YU et al., 2014; 
ZVAROVA et al., 2016). Apesar de os estudos terem sido conduzidos em murinos alega-se 
que o conceito dos experimentos pode ser aplicado para órgãos humanos. Através da 
mimetização do procedimento de descelularização de um rim retirado de um camundongo e 
subsequente recelularização da matriz extracelular com células do próprio animal, um rim 
bioartificial funcional pode ser obtido. Assim a engenharia de tecidos ajudaria a resolver esta 
lacuna pela regeneração do rim danificado usando arcabouços repovoados com células renais 
precursoras (BONANDRINI et al., 2014).  
Os processos de descelularização empregados podem despender dezenas de horas à dias 
para gerarem um arcabouço acelular (DESTEFANI; SIRTOLI; NOGUEIRA, 2017). 
Entretanto há perda de componentes essenciais da MEC e modificações importantes na 
microarquitetura do arcabouço produzido. Dependendo da combinação de detergentes este 
tempo pode ser reduzido. Nestes casos há restos celulares que podem gerar respostas 
imunogênicas. Além do mais muitas vezes despreza-se o controle da pressão das substâncias 
perfundidas e o fluxo das mesmas.  
Neste trabalho propomos uma melhoria no processo de descelularização com a redução 
do tempo de perfusão do SDS (6h) e consequentemente a preservação de componentes da 
MEC, redução de resíduos celulares e resíduos de DNA o que possibilitará o repovoamento 
com células. Além disso a solução de SDS foi perfundida sob controle de fluxo (1,0 mL/min) 
e pressão (100 mmHg) em contraste com estudos que não utilizaram/informaram essas 
condições, p.e., (SONG et al., 2013b) utilizou 1% SDS por 12hs, com 30 mmHg, sem 
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informar o fluxo de perfusão; (BONANDRINI et al., 2014): 1% SDS por 17 hs, 62±16 - 
107±23mmHg, 0,4 mL/min e (CARALT et al., 2015): 0,1% SDS 24 hs – 48 hs, sem informar 
a pressão e o fluxo de perfusão. Também analisamos a possível modificação estrutural do 
arcabouço renal após o processo de descelularização; e propomos a utilização de um índice 
de retração para corrigir análises semi-quantitativas do arcabouço renal em análises 
histológicas. 
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2. OBJETIVOS 
  2.1 OBJETIVO GERAL 
• Otimizar o processo de descelularização renal em modelo experimental. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
● Avaliar o processo de descelularização com a utilização de SDS à 1% por 6 horas 
sob controle de fluxo (1,0 mL/min) e pressão (100 mmHg); 
● Caracterizar a matriz extracelular renal comparativamente por diferentes técnicas; 
● Desenvolver um índice de retração para corrigir análises semi-quantitativas do 
arcabouço renal em análises histológicas;      
● Quantificar o DNA residual no arcabouço renal; 
● Quantificar o SDS residual no perfusato. 
      
 
14 
 
 
3. REVISÃO DE LITERATURA 
3.1. Arcabouço e engenharia tecidual 
Os biomateriais têm sido utilizados para proporcionar às células um local de ancoragem 
e de reparo renal desejado; suporte à contenção de células e polarização; medição de 
respostas destrutivas do hospedeiro; e até mesmo promover a diferenciação celular e a 
estruturação do tecido (BASU et al., 2011; LANZA et al., 2002; SWETHA et al., 2011). O 
objetivo geral é fornecer um ambiente bioativo protegido que promova a viabilidade celular 
e eventual montagem de estruturas funcionais do tecido. Os biomateriais podem ser 
sintéticos ou naturais. Um exemplo simples do uso de biomateriais é a da entrega de células 
epiteliais parietais CD24+ de camundongos no parênquima renal usando coágulo coletado 
de uma hemorragia autóloga da veia da cauda. O coágulo, um biomaterial simples, serviu 
para manter as células localizadas propositalmente (SWETHA et al., 2011). Em contraste, 
outro estudo implantou uma variedade de construções utilizando biomateriais em um rim in 
vivo para testar a resposta imunológica e determinar o material mais adequado para uma 
construção de material celular implantável. Os biomateriais testados incluíram combinações 
de gelatina, ácido hialurônico, policaprolactona (PCL) e poliácido láctico-co-glicólico 
(PLGA). O hidrogel de gelatina foi o material mais promissor a ser utilizado na construção 
de acordo com parâmetros histopatológicos, tais como, inflamação, fibrose, necrose e 
mineralização, e medidas de biocompatibilidade, incluindo degradação, neovascularização 
e formação de tecidos novos. O implante primário promoveu a união de células em novas 
estruturas renais (BASU et al., 2011). Em uma aplicação alternativa de biomateriais, uma 
camada de colágeno I foi utilizada para ancorar as células epiteliais renais em estágio de 
desenvolvimento precoce em membranas de policarbonato na construção de um pequeno 
implante renal que produziu fluido semelhante a urina, vide Figura 1 (LANZA et al., 2002). 
Esses exemplos de biomateriais utilizados na engenharia de tecido renal são relativamente 
simples na sua estrutura, porém, dada a complexidade arquitetônica do tecido renal, um 
arcabouço de tecido pode ser mais eficaz na orientação da formação de tecido renal. 
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Figura 1. Unidades renais modificadas por tecidos. 
(A) Ilustração da unidade renal e unidades recuperadas três meses após a implantação. (B) Controle 
sem cortes. (C) Cultura com células de controle alogênico. (D) Semeadura com células clonadas, 
mostrando o acúmulo de urina. Adaptado com permissão de Lanza, R. P. et al. Generation of 
histocompatible tissues using nuclear transplantation. Nat. Biotechnol. 20, 689–696 (2002) 
(LANZA et al., 2002). 
 
O arcabouço tecidual tem sido descrito como promissor quando são avaliadas as quatro 
funções ou características seguintes: arquitetura, estabilidade mecânica, compatibilidade 
celular e de tecido e bioatividade (CHAN; LEONG, 2008). A arquitetura apropriada do 
tecido é a estrutura que possui espaço e forma para disposição de células funcionais, 
vascularização e transferência de nutrientes e metabólitos adequadamente. Mecanicamente, 
a estrutura precisa suportar os estresses esperados no local de implantação, mantendo a 
estabilidade arquitetônica. Além disso, propriedades mecânicas como a rigidez do tecido 
podem afetar as tendências de diferenciação; é desejável combinar o tecido do arcabouço 
com o do alvo (receptor). A compatibilidade é a capacidade do arcabouço de se integrar no 
tecido receptor e permitir a fixação celular, o crescimento e a diferenciação sem causar 
resposta adversa ao tecido. A bioatividade é a regulação ativa do comportamento celular. 
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Esta pode ser uma característica intrínseca do arcabouço ou obtida através de modificação. 
Por exemplo, ligantes podem ser incorporados em um arcabouço para promover a 
proliferação e a diferenciação celular (GOH; HOLMES, 2017; GRIFFIN et al., 2016). 
Estruturas porosas intrincadas foram criadas a partir de polímeros usando técnicas à base 
de gás que incluem moldagem em espuma, em emulsão de CO2-água e uso de CO2 de alta 
pressão durante a reticulação. Demonstrou-se que estes permitem infiltração celular, invasão 
vascular e tráfego de nutrientes e resíduos (DEHGHANI; ANNABI, 2011). Outra técnica de 
fabricação para a produção de arcabouços artificiais é o eletrospinning. Ela usa carga elétrica 
para conduzir uma solução de polímero em fibras em nanoescala que podem estar em 
camadas para formar uma malha. Essas malhas foram produzidas a partir de polímeros 
sintéticos e de proteínas da ECM, como laminina ou policaprolactona (PCL) e colágeno, e 
também foram incorporadas a peptídeos bioativos, vide figura 2 (CHIU et al., 2016; 
HARTMAN et al., 2010; KANG et al., 2016; LEE et al., 2008; NEAL et al., 2009). Apesar 
desses avanços, os arcabouços artificiais ainda não podem imitar as estruturas heterogêneas 
e elaboradas contidas na MEC natural e, portanto, não é provável que reproduzam o 
microambiente in vivo necessário para o comportamento celular adequado ao tecido 
(HUBBELL, 2003). Felizmente, há vários métodos para isolar matrizes extracelulares 
intactas de tecidos visando a utilização como arcabouços acelulares. 
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Figura 2. Arcabouços de polímeros sintéticos para engenharia de tecidos. 
(Esquerda) Reticulação dentro de hidrogéis. As ligações permanentes e covalentes entre as cadeias 
poliméricas podem ser criadas por irradiação UV ou por meio de grupos reativos, com ou sem 
iniciadores, criando géis "químicos". Os crosslinks físicos são ligações reversíveis com base em uma 
variedade de interações não covalentes, e esta abordagem pode ser estendida através do uso de 
agentes biológicos, como peptídeos. (Direito) Além dos hidrogéis, os arcabouços obtidos por 
engenharia tecidual podem apresentar morfologias fibrosas, porosas ou derivadas. Adaptado com 
permissão de PLACE, E. S. et al. Synthetic polymer scaffolds for tissue engineering. Chemical 
Society Reviews, v. 38, n. 4, p. 1139, 24 mar. 2009. (PLACE et al., 2009). 
 
3.2. Arcabouços de matriz extracelular 
As matrizes extracelulares naturais, dadas as suas estruturas teciduais específicas, 
apresentam-se como arcabouços de tecido pronto. Elas podem ser isoladas dos tecidos 
utilizando um processo de remoção celular denominado descelularização (GILBERT; 
SELLARO; BADYLAK, 2006). Esse processo geralmente diminui a bioatividade e a 
integridade estrutural por causa da biocompatibilidade. Foi demonstrado, em relação ao 
crescimento celular e à diferenciação direta das células-tronco, que a cultura com MEC 
integral intacta é superior às misturas heterogêneas de proteínas da MEC, que por sua vez 
são superiores aos componentes individuais da matriz (CORTIELLA et al., 2010; PHILP et 
al., 2005). A MEC implantada demostrou promover a angiogênese, o recrutamento de 
células progenitoras circulantes e a remodelação construtiva do tecido (BADYLAK, 2002). 
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Os arcabouços de MEC não correspondentes ao doador, tanto de origem humana como de 
origem xenogênica, têm sido implantados clinicamente por promoverem reparo tecidual. Os 
constituintes da MEC são geralmente conservados entre espécies e é possível preparar 
xenoenxertos que são imunologicamente tolerados e que não desencadeiam processo de 
rejeição por implante mediado por células (ALLMAN et al., 2001; HUBBELL, 2003; 
HUDSON et al., 2004; SUN et al., 2006). A possibilidade de implantar enxertos de MEC 
não humanos aumenta significativamente a variedade de materiais disponíveis para 
arcabouços. Os arcabouços derivados de tecidos humanos e de porcos têm sido implantados 
clinicamente. Estes incluem osso, pele, bexiga, nervo, válvula cardíaca e intestino delgado 
(BROOKS et al., 2012; BROWN et al., 2010; BUINEWICZ; ROSEN, 2004; CHEUNG; 
DUAN; BUTCHER, 2015; CHUNG et al., 2016; EL-KASSABY et al., 2003; IOP; 
GEROSA, 2015; ISAACS; SAFA, 2017; PU, 2005; WANG et al., 2007; XUE et al., 2016). 
Uma tendência recente é a descelularização de órgãos para o propósito de regeneração de 
órgãos inteiros; esses arcabouços estão sendo criados a partir de rim, coração, pulmão, baço, 
fígado e pâncreas (BAPTISTA et al., 2011; CARALT et al., 2015; CHOI et al., 2015; 
CONRAD et al., 2010; CORTIELLA et al., 2010; DE KOCK et al., 2011; DESTEFANI; 
SIRTOLI; NOGUEIRA, 2017; GAO et al., 2015; GUAN et al., 2015a, 2015b; KHAN et al., 
2014; OTT et al., 2008, 2010; PETERSEN et al., 2010; POORNEJAD et al., 2016; SHUPE 
et al., 2010; UYGUN et al., 2010; UZARSKI et al., 2015a; WAINWRIGHT et al., 2010; 
WANG et al., 2015; WILLENBERG et al., 2015). 
 
3.3. Descelularização tecidual 
A remoção de células de um tecido, ou descelularização, permite a obtenção de uma 
MEC residual. Esta matriz pode então ser usada como um arcabouço para repovoamento 
celular. O processo de descelularização pode envolver métodos físicos como deformação, 
pressurização, agitação, sonicação ou ciclos de congelamento-descongelamento; métodos 
químicos como ácido, base, álcool ou exposição à detergentes, tratamentos de quelação ou 
uso de estresse osmótico; ou métodos enzimáticos para degradar o material celular ou inibir 
proteases endógenas de degradação da ECM (CRAPO; GILBERT; BADYLAK, 2011; 
GILBERT; SELLARO; BADYLAK, 2006). Cada passo em um protocolo de 
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descelularização pode produzir um resultado exclusivo dependente do tecido, localização, 
espécie e idade (BADYLAK, 2002). O objetivo geral é a criação de um arcabouço que 
evoque a resposta celular máxima com imunogenicidade mínima (HUDSON et al., 2004). 
Isto é alcançado com a remoção de detritos celulares, incluindo DNA e outros antígenos 
celulares, e pela preservação de proteínas e estruturas de MEC (CRAPO; GILBERT; 
BADYLAK, 2011). O principal desafio é que cada etapa no processo de remoção de células 
pode ter um efeito nocivo sobre a MEC nativa, como a desnaturação de proteínas de adesão 
celular, de modo que o procedimento deve ser cuidadosamente equilibrado entre remoção 
de células e a destruição ou remoção de proteínas nativas da MEC. 
O método mais usual para a descelularização tecidual é o tratamento com detergentes 
biológicos (CRAPO; GILBERT; BADYLAK, 2011; GILBERT; SELLARO; BADYLAK, 
2006). Os detergentes desestabilizam as interações lipídicas e proteicas e são utilizados para 
quebrar as membranas celulares e carrear o material celular. As propriedades detergênicas 
são derivadas da natureza anfifílica. A carga do grupo da cabeça do detergente define-o como 
não iônico, catiônico, aniônico ou zwitteriônico. A capacidade detergênica, ou a eficácia do 
detergente, depende da concentração crítica de micelas (CCM). A CCM é a concentração na 
qual uma micela se formará. Abaixo da CCM, as moléculas de detergente incorporarão uma 
membrana celular, mas a auto associação ao detergente, incluindo os complexos lipídico-
detergente e proteína-detergente, não se formará a menos que a CCM seja excedido. Os 
detergentes com CCM baixos formam micelas mais estáveis com a incorporação lenta de 
moléculas. A CCM varia com a temperatura, o pH, a força dos contra-íons e a presença de 
proteínas, lipídios e outros agentes tensoativos (SEDDON; CURNOW; BOOTH, 2004). Os 
detergentes iônicos podem modificar a estrutura proteica e impedir os agregados proteicos 
em maior extensão do que os detergentes não iônicos ou zwiteriônicos. Eles são, portanto, 
mais eficazes na remoção de detritos celulares, mas também podem causar maiores danos às 
proteínas da membrana basal. Fatores como o grupamento químico da cabeça, a 
concentração e a duração da exposição ao detergente afetam o resultado de uma 
descelularização (GILBERT; SELLARO; BADYLAK, 2006). Os protocolos baseados em 
detergentes têm sido particularmente efetivos na descelularização de órgãos inteiros 
(BAPTISTA et al., 2011; CRAPO; GILBERT; BADYLAK, 2011; DESTEFANI; SIRTOLI; 
NOGUEIRA, 2017). As soluções são tipicamente perfundidas através da vasculatura, o que 
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promove uma difusão eficiente para todas as áreas do órgão (PLENICEANU; HARARI-
STEINBERG; DEKEL, 2010). O estabelecimento de um protocolo efetivo de 
descelularização utilizando detergentes para a produção de arcabouços de órgãos inteiros 
seria um passo significativo para a possibilidade do desenvolvimento in vitro de rim 
funcional. 
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7. CONCLUSÕES 
Aqui nós demonstramos a obtenção de arcabouços renais descelularizados através da 
perfusão de SDS (1%) sob pressão de 100 mmHg e fluxo de 1,0 mL/min. Com base em 
protocolos encontrados na literatura, o protocolo utilizado proporcionou a obtenção do 
arcabouço renal com preservação de estruturas de MEC específicas, retenção de moléculas 
extracelulares fundamentais e remoção celular com mínimo resíduo de DNA.  
O processo removeu com sucesso proteínas celulares e DNA, preservando 
componentes da MEC, tais como, colágeno, laminina e GAG’s. As estruturas extracelulares 
permaneceram intactas, incluindo uma rede vascular completa e a membrana basal de 
filtração glomerular.  
Sumariamente, a natureza e os parâmetros dos protocolos de descelularização 
evoluirão à medida que mais determinantes do comportamento celular forem reconhecidos 
e medidos. Além disso, esses protocolos são, em última instância, destinados a produzir um 
dispositivo biocompatível que possibilite o desenvolvimento de órgãos in vitro para 
transplante. Provavelmente esses serão influenciados por espécies doadoras, técnica de 
esterilização, espécies receptoras, estado imunitário do paciente, natureza específica do 
tratamento clínico, intumescimento pós-processamento ou pré-implante, regulamentos 
federais, otimização de processos industriais e pressões do mercado.  
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9.2. Anexo 2: Protocolo CEUA nº 042/2016 de 07/10/16. 
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9.3. Anexo 3: Produções Correlatas  
9.3.1. Patente referente à Sensor Óptico aplicado à Descelularização de 
Órgãos. 
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9.3.2. Patente referente ao Processo de Indução de Células-tronco pela 
utilização de peptídeos. 
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9.3.3. Co-autoria no artigo “Chronic administration of antioxidant resin from 
Virola oleifera attenuates atherogenesis in LDLr -/- mice” 
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